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دراسة الظروف المثلى لإنتاج الانيولينيز من عزلة محلية للعفن ول ١أ"‏ 5»]أg٥Asp‏ 
جاسم محمد عودة 


تسم علوم الأغذية والتقانات الاحيائية - كلية الزراعة - جامعة بغداد - بغداد - العراق 


المستخلص 
تم الحصول على أريع عزلات من الأعفان النامية على درنات الالمازة المقطعة في المختبر وأجريت لها عملية غربلة لاختيار العزلة الكفاً في إتتاج 
انزيم أنانيولينيز عة ات1 تين أن العزلة إنتي رمز لها ب ول هي الأكثر انتاجا للانزيم. م تشنيص غذه العزلة على ضوء السفاتيع اتح نيغية ت 


وصنقت على ها sper gus niger‏ .درست الظروف المثلى لإنتاج الإنزيم وبطريقة تخمرات الحالة الصلبةً «0ن Soi state erne"‏ من العزالة 
المذكورة أعلاد تمت بالمصدر الكاربوني حيث استخدمت أربعة مصادر للكاربون هي الكلوكوز والسكروز والانيولين ومسحوق الالمازة المجففة فتيين أن 
أعلى ة تحققت باستخدام مسحوق الألمازة المجففة .أما مصدر النتروجين فقد استخدمت نترات الصوديوم وخلاصة الخميرة والببتون ومزيج خلاصة 
الخميرة ونترات الصوديوم بنسية 1:1 وأضيفت المصادر المذكورة بتركيز %0.2. فوجد أن أعلى فعا نوعية هي باستخدام مزيج خلاصة الخميرة 
ونترات الصوديوج ودرس الرقم الهيدروجيني الأمثل لإنتاج الانزيم ما بين الأرقام الهيدروجينة (9-4) فوجد أن أفضل الرقم الهيذروجيتي 5 أعطى أعلى 
فعالية للانزيم كما درست حرارة الحضن باستخدام درجات حرارة تراوخت (40-20) م فكانت درجة الحرارة 30م° هي أفضل درجة حرارة حضن الاتزيم واما 
مدد الحضن التي درست عبر (72- 192 ) ساعة فوجد أن المدة 168 ساعة هي الأفضل للحصول على أعلى انتاجية معبرا عنة بفعالية للاينولينيز . 
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STUDYING OF THE OPTIMUM CONDITIONS TO PRODUCE INULINAS 
FROM A LOCAL ISOLATE OF Aspergillus niger J3 


Jasim M. Awda 
Depart. of Food Sci. and Biotechnology 
University Of Baghdad 


ABSTRACT 

Four isolates of fungi grown on Jerusalem artichoke werê subjected to screening process for select the highest 
producer one of the inulinase enzyme. The isolate J; was found the highest producer. The isolate J; was identified 
according as Aspergillus niger. Result showed that the optimum condition to produce the enzyme by solid state 
fermentation is by using dried Jerusalem artichoke as carbon source.For nitrogen source we used sodium nitrate, 
yeast extract, peptone and mixture of yeast extract with sodium nitrate in ratio 1:1 and 0.2% concentration, It has 
been found that the using mixture of yeast extract and sodium nitrate was given the highest activity of enzyme.Initial 
pH which was used is between (4-9) and it has been found that the optimum pH for producing of the enzyme was 
(5).The incubation temp was ranging from 20to 40C° it has been found that 30C° is the best teraperature for 
incubation.Different incubation periods was taken ranging from 72hrs to 192 hr, and the optimum incubation period 
was found 16Shr which given the highest activity of inulinase enzyme. 
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المقدمة: 

يعد تزيم الانيولينيز 3.2.1.7 EC‏ 1,2-8-5 
fructan fractanohydrolase‏ من الانزيمات المهمة في 
الصتاعات الغذانية والدوائية لقابليته علسى تحليسل الائيولين 
(وحو من الألياف الذائبة عديم الحلاوة) معطي شراب ذو 
حلاوة ية (95 فرکتوز » %5 کلوکوز (9,4).ویتواجد 
الاتيولين قي العديد من النباتات كالهندباء (9) والبطاطا الحاوة 
(8) والالمازة وغيرها (14).وعادة ما ينتج من الألمسازة 
Jerusalem artichoke‏ التي تحوي انيولين بنسبة%9.6 
(3). 

أما تزيم الائيولينيز فينتج من مختلف الأحيساء 
المجهرية۔ غقد أشار (11) إلى انتاجه من بكتريا ؟اآزه8 

stearothermophilus‏ ينما أنتج (17) الانزيم من خميرة 

LS Kluyveromyces marxianus‏ ذكر (20) انتاج 
الاتزيم j‏ خير ة .Candida kejfyr‏ 

استخلص الانزيم من العديد من الاعفان مثشل 
Aspergillus niger jag (13) Rhizopus sp‏ )21( 
Penicillium janczeirskii jas‏ (15) بینما انتج ووش 
Aspergillus awamorî j pıjiîl'‏ . 
لاتتاج العالمي للانزيمات بشكل عام من الأحياء 
المجهرية وتنك لسهولة التعامل معها ووفره الانتاج وقصر 
مدة الحضةة وسهولة استخلاصها (2) ولاسيما من الأعفان 
وذلك ليسر متطلبات الاعفان الغذائية وملائمتها لتخمرات 
الحالة الصئبة وامكائية امسستغلال المخلفات الزراعية 
والصناعية في الانتاج 

توجب ان تكون الأحياء المجهرية المستعملة لانتاج 
لانزيمات خير مرضية للانسان وان لا تتتج الذيفانات ثحت 
#ظروف الاعتيادية للمصتع (1) . 

هدقت الدراسة الحالية إلى: 

الحصول على عزلة عفنية منتجة للانيولينيز بوفره . 

وتشخيص العزلة وفق المفتاح التصنيفي. 

وتحديد. الظروف المثلى لانتاج الانزيم والمتمثلة بتحديد 

1 حر الكاربوني والمصدر النتروجيني الأفضال 

لاتتاج الانزيم والحرارة المثلى والسرقم الهيدروجيني 

الايتدنئي الامثل ومدة التخمر المثلى لانتاج الانزيم. 
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شود 
طريقة العمل: 
مصادر العزلات: تم عزل الأعفان النامية عى قطع 
الألمازة في المختبر ورمز لها ,3 الى ول. 


الوسط الغذالي: Czapek-Dox Agar baal paa‏ 
المحتوي على الاتيولين المجهز من شركة 14 Che‏ ( 
(81۲ كمصدر تكاربون في عمليات العزل والغريلة. 
طريقة التلمية: استخدم نظام تخمرات الحالة الصلبة نامي 
fermentation‏ ٤2اه‏ لتحديد العزلة الاكفاً في انتاج انزيم 
الائيولينيز واستخدنت كوالح الذرة المجروشة المعقمة كمادة 
ساندة p0۲‏ وتمرطبة بالوسط السائل المعقم Czapek-‏ 
Bro‏ ×00 ذي لأس الميدروجيني 6 وبواقع 30 مل 
لكل 10 غم كوالح ويحجم لقاح 10×1 بوغ/مل من الوط 
وبدرجة حرارة 30 م. 
المادة الأساس: حضر بإذابة 5 غم من الائيولين المختبري 
في 100 مل من مضول الخلات الدارئ وبتركيز 02 
مولاري وبرقم هيدروجيتي 6. 
قياس الفعالية: 
اسستخدم الحامض 5,3- اني نايتروسالسياك 3,5 
acid (DNSA)‏ ieاicyاdinitroda‏ وحسب الطريقة 
الموصوفة فى (19).لتقسدير السكريات الاحادية 
(الفركتوز)الناتج عن التحال الانزيمي وذلك باضافة 0.1 مسل 
من المستخلص الانزيمي الى 0.9 مل من المادة الأساس ذي 
الرقم الهيدروجي ء وبدرجة حرارة 45 م° وأستمر 
التفاعل 10 دقائق ته إضيف )0×5S4(‏ 1[ مل ووضعت 
الأنابيب في حمام ماني مغلي لمدة 10 دقائق ثم بردت مياشرة 
وأضيف لها 10 مل ماء مقطر وقيست الامتصاصية على 
طول موجي 540 فتوميتر وبالرجوع المنحنى اياي 
الفركتوز الدي اعد نيا الغرض تم استخراج السكريات 
المختزلة المتحررة من قبل الانزيم بتحأيل المادة الأساس 
(الائيولين). 

عرفت وحدة اغعالية : بأنها كمية الانزيم التي تحسرر 
1 مايكرومول من السكريات المختزلة من الانيولين في دقيقة 
واحدة تحت ظروف اتجربة. 

تقدير البروتين: أتبعت طريقة لام8 (6) في 
تقدير البروتين وباستخدام محلول البومين المصل البققري 
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Bovine serm albumin BSA.‏ ف أع۔داد المتحذسی 
القياسي وقدرت تراكيز البروتين في النماذج بنقل 0.1 مل من 
المحلول الانزيمي الى 1 مل من كاشف البروتين (صيغة 
الكوماسي الزرقاء ) ومزجت وتركت 5 دقائق بحرارة 25 م° 
وقيس الامتصاصية على 595 نائوميتر وقدر تركيز البروتين 
بالرجوع الى المنحتى القياسي. 

أعداد مسحوق الألمازة: اتبعت الطريقة المذكورة (3) 
في تجنيف درنات الالمازة ومن ثم طحنها لتتحول السى 
مسحوق الألمازة. 
استخلاص الانزيم : 

استخلص الانزيم من وسط التنمية بعد انتهاء مدة 
ااتخمر المحددة باصافة 60 مل من دارئ الفوسقات بتركيز 


2 مولاري وبرقم هيدروجيني 6؛ ومزجت المحتويات مع ' 


التحريك لمدة 15 دقيقة باستخدام المحرك المغاطيسي. ورشح 
بعدها المحلول بمنظومة ترشيح معقمة (خلال القطن) اعتبتها 
خطوة ترشيح باستعمال ورقة ترشيج 1 Whatman No.‏ 
معقمة وتحت التفريغ ثم تتبع ذلك عملية نبذ مركزي ويسرعة 
<3000 لمدة 10 دقائق. أخذ الراشح إالدي عد الستخلص 
الأئزيمي الخام لتقدير حجمه وفعالية الانزيم وتركيز 
البروتين. 
تعيين الظروف المثلى لانتاج الاتيولينيز: 

تحديد المصدر الكاربوني: 


اجريت فة اخجري ة 


بطربقة مشابهة لما مدكور في طريةة التنمية و احبر ك 
مصادر كاربون مختلفة في الانتاج تمثلت ب 
والسكروز والاتيولين المختبري ومسحوق الالمازة المجنقبة 
وکلھا أضيفت بتركيز %3 عدا مسحوق الالمازة الدي تققدر 


نسبة الانيولين فية %50 لدى أضيف بتركيز %6 وذنك كي 
تكون نسبة الانيولين في المسحوق مقاربة ل %3 مسن 
لاو 


تحديد المصدر النتررجيئي: 

استخدمت أربع مصادر للتتروجين تمثظت بنترات 
الصوديوم والبيتون وخلاصة الخميرة ونتترات الصوديوم 
ينسبة 1:1 وأضيفت المصادر المذكورة بتركيز %0.2 الى 
الوسط مع تحديد مصدر الكاربون بمسحوق الالمأزة . 
تحديد الرقم الهيدروجيني: 

حضر الوسط الغذائي بارقام هيدروجينية تراوحت -9 
4 وبفارق درجة واحدة لتحديد الرقم الهيدروجيني الابتدائي 
الأمثل لائتاج الانزيم مع مراعات نتائج الخطوات السابقة . 
تحديد درجة الحرارة المثلى لانتاج الانزيم: 

حضن وسط الانتاج بدرجات حرارة مختلفة تراوحست 
40-0 وبفار 
المثلى لانتاج الانزيممع الاخد بعين الاعتبار الظروف المثلي 
التي تم التوصل اليها من التجارب السابقة . 
تحديد زمن التخمر الامثل لانتاج الانزيم: 

تمت متابعة انتاج الانزيم في مدد زمئيسة مختلفة 
تراوحت بين (192-72) ساعة بفارق 24 ساعة وتحصت 
الظروف المثى للانتاج من التجارب السابقة . 
النتائج والمناقشة: 
العزلة والغربلة: 

بعد إجراء عملية العزل والغربلة تبين أن العزلة التسي 
رمز لها و[ كانت اكفاً تلك العزلات حيث كانت الفعالية 
و الفعالية التوعبة للائزيم المنتح 4.18 و 65 42 على التوالر 
و با موضح في الجدول. عليه اختيرت هذه العزلة لإكمال 
ألیحٹ. 


5 درجات حرارية لتحدبد درجة الج 


تشخيص العزلة: 
شخصت العزلة وفق المفاتيح التصنيفية المعتمدة (16) 
والتي تشير الى أن العزلة هي عع" »انع ۲م4p.‏ 


مجلة العلوم الزراعية العراقية - 5(39): 60-52ء (2008) 


عودة 


جدول1 غربلة عزلات المختلفة على اساس انتاجيتها من اتزيم الانيولينيز بتقدير المستخلص الانزيمي الخام في وسط التتمية . 


| له | حجم اتاج ٠‏ الفعالية 
١‏ [وحدةإمل) 

1 ا 272 2.81 

3.29 280 | J 

4.18 27.8 J 

2.11 | 67 J4 


تحديد المصدر الكاربوتي الأمثل للانتاج: 

وجد أن أقفضل مصدر كاربوني لتتمية العزلة 
pergl us niger‏ لانتاج انزيم الانيولينيز هو مسحروق 
درنات الالمازة مقارتة بسالكلوكوز والمسكروز والانيولين 
المختبري وكما موضح قي شكل :1 . حيث بلغت الفعالية 
والفمالرة اللوعية 4.91 وحدةامل و 5168 وحدثلماغ عاس 
التوالي يليه الانيولين اتتجاري ثم السكروز وأخيراً الكلوكوز 
ويمكن الاستتتاج من هتد التجربة أن الاتزيم من النوع 
المستحث ويتحفز انتاجه بفعل الأنيولين بالدرجة الأساس كما 
أن مسحوق الالمازة أعطى أعلى نسبة للائزيم مقارنة مع 
الانيولين التجاري وذلك لاحتوائه على مواد مدعمة لنمو العفن 
كالمعادن وغيرها الضرورية للنمو. 

وهذا یتفق مع ما وجده 2© (7) حیسٹ استخدم 
مصادر كاربون متعددة تمثلت بالفركتوز والكلوكوز 
والسكروز والائيولين اتسستخلص من اليطاطا الحلوة 
ومستخلص نبات الهندبآء والمولاس لانتاج الانيولينيز من 
اتاجية للائزيمه لى 


pergi niger‏ 4 » فوجد أن أعلی 
اساس الفعالية دام مستخلص الهندباء وأها انتابية 
باستخدام مستخلص اليطاط' الحلوة. 

بینما شار ٣aططه‏ (9) الى استخدام الانيولين 


وبنسبة %2 لانتأج الاتيو ينيز من sااف«هء‏ .4 في حين 
وجد (13) ان افضل مصدر للكاربون لانتاج الانسزيم من 
Rh 0P5 Sp,‏ هو الايولين المستخلص من نبات الاضالية 
مقارئة بالمصادر الأخرى والمتضمنة الكلوكوزء الفركترز» 
الكزاليوز» اللاكتوزء الار'بينوزء الراقيتوزء وال 
السكروز؛ الدكستران واننشأً. كذلك وجد (15) أن الائيولين 
افضل من السکروز في ھت Pencillium janczewskii‏ 


الكتوزء 


تركيز البروتين | الفعالية النوعية ( وسدة ماف 
(ملغ/مل) 
0.091 30.87 
0.101 327 
0.098 42.65 
0.171 12.280 


لانتاج الانيولينيز كما استخدم (18) الانيولين كمصدر 
للكاربون لانتاج «Saccharomyces fragilis jn jiJ‏ 
بينما استخدم a4اعنا]‏ (10) السكروز كمصدر 
للكاربون في انتاج الانزيم مسن 74۲×101 . وأدخسل 
الباحث (4) تفل القصب (بقايا انتاج السكروز مسن القصب) 
تاج الائزب 


.A mwamori iye كمصدر إلكاربوز‎ 


تحديد مصدر النتروجين الأمتل لانتاج الانزيم: 

اختيرت عدد من المصادر العضوية واللاعضوية 
ومزيجهما لدرسة تأثيرها على انتاج الانيولينيز من العزنة قيد 
الدراسة وأضيفت جميع المصادر بتركيسز %0.5 فوجد أن 
أفضل تلك المصادر يتمتل بمزيج خلاصة الخميرة وتترات 
الصوديوم إذ بلغت الفعالية والفعالية النوعية 5.61 واحدة/مل 
و 57.24 وحدة/ملغم على التوالي الشكل (2). 

تلاه نترات الصوديوم ثم خلاصة الخميرة وأخيراً 
الببتون ويعزى تفرق الانتاج بهذا المزيج الى أن الأول يهد 
مصدر للنتروجین فضلاً عن ونه مصدر للفیتامینات 8 -8) 
(×#ام٠»‏ والتي تعد ضروربة لنم الأحباء المجبرية 
فضلاً عن كونها عوامل مر افقة 0-۴20۲ للعديد سن 
الانزيمات المهمة في مسارات التخليق الحيوي. أما الشاتي 
فيحفز تكوين متطابات النمو من هذه العوامل حسب حاجة 
العفن وتختلف الدراسات في تحديد أفضلية المصدر 
النتروجيني للأحياء المجهرية فقد استخدم (9) مزيج من 
نترات الصوديوم وقوسقات الامونيوم كمصسدر للنتروجين 
لانتاج الانزيم من ءاره .4 . بينما أدخل (12 قيح 
الذرة كمصدر للنتروجين لانتاج الاين و يتيز 8 مxiرامص‏ .۸ 
فيما درس (7) تأثير مصادر نتروجين متعددة لانتاج الازيم 
من ۵چ .4 تمثلت أمونيوم قوسفيت والكازيين وطحين فول 
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الصويا ومستخلص الخميرة واليوريا ومزيج اليتون والكازيين 
فوجد أن استخدام الكازبين قد أعطى أعلى فعآية بينما انعدست 
فعالية الانيولين باستخدام اليوريا واستخدم (11) خليط من 
نترات الاموئيوم وفوسفات الأمونيسوم وخلاصة الخميرة 
كمصدر لنتروجين لانتاج الانيولينيز من اع11۷ .م 
تحديد الرقم الهيدروجيني الامثل لانتاج الانزيم: 

أعطت العزلة قيد الدراسة أعلى اتتاجية للائزيم علسى 
اساس الفعاليسة والفعالية النوعية للانزيم عند الرقم 
الهيدروجيني 5 حيث بلغت 5.79 وحدةمل و 63.62 
وحدة/رملغم على التوالي. وأنخفض انتاج الانزيم تدريجياً ويكلا 
الاتجادين عن الرقم 5 الشكل (3). 

ويعد تحديد الرقم الهيدروجيني الابتدائي لوسط الانتاج 
عاملاً مهماً لانتاج الانزيمات الميكروبية وفي فعاالية هذه 
الائزیمات لکونھا تت اثر بشکل میا۵ 
الهيدروجين لوسط الانتاج ووسط التفاعل 
التوصل أليها مقاربة لما استخدمه (13) حيست كان انرقم 
الهيدروجيني الابتدائي 4.8 لانقاج الان 
«Rhizopus sp‏ 

بينما كان الرقم الهيدروجيني الا 
استخدمة للباحث (11) هو 5.5 لانتاج الانزيم مسن 
.نتج (10) انزيم الائيوليئيز من لخميرة 
5 باستخدام الرقم الهيدروجيني 5. 
تحديد درجة الحرارة المثلى لانتاج الانزيم: 

كانت الحرارة المثلى لحضن العزلة [ چام .4 30 
م (وهي نفسها التي اعتمدت منذ بداية البحث) حيث بلغت 
الفعالية والفعالية النوعية 5.81 وحداعل و 62.47 
وحدةأرمنغم على الترقيب وأنخفضت فعالية الانزيم في درجت 
الحرارة الأخرى (الشكل 4). 

واعتمدت درجة الحرارة 30 من تيل 2© (13) 


PR Ph 


لانتاج الانیولینيز من رد »م۸۸20 وكذنك (18) اس تخدم 
نفس درجة الحرارة 30 م° لانتاج الانزيم من كاااع» ٠ر‏ .5 
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بينما كانت درجة حرارة الحضن 32 م° لدى لوه 
عندما انتج الائیو ينيز من 000710۲1 .4. 
قيما استخدم 2ن٥‏ (7) درجة حرارة 28 م لاثتاج 
نيز من 8٤۲‏ .4 كذلك استخدم تفس الدرجة هسذه 


(4) 


البأحث (1[1) لاتنأج نفس الائزيم من 5اع۷أم .4. 

وعادة تترك درجات الحرارة أثر! بارزا قسي تحديد 
نشاط وفعالية الأحياء المجهرية المختلفة لما لها من تأثير على 
كل من معدل النمو والأيض والتركيب الفراغي للمركبات 
العضوية والمتطلبات التغذوية والصفات الفسلجية للعديد من 
الأحياء المجهزية. 
تحديد زمن التخمر الأمثل لإنتاج الإنزيم: 

تمت متابعة انتاج انزيم الانيولينيز بفقرات مختلفسة 
ولوحظ زيادة الفعالية والفعالية النوعية للانزيم المنستج من 
العزلة قيد الدراسة حتى الساعة 168 إذ بلغت 5.78 
وحدةإمل و 62.82 وحدة/ملغم وانخفضت الفعالية والفعالية 
التوعية بعد هذه المدة شكل 5 عئيه اعنبرت انمدة 105 ساعة 
هي المدة المثلى لانثاج الانزيم وقد أختار الباحثون مدد زمنية 

ختلفة للحضن فقد استخدم (18) مدة 48 

الانيولينيز من ااه ٠ر‏ .5 . بينما كانت مدة الحضن 72 
لائتاج الانزیم من ۸115 (×1٩‏ .£ (10) . قیما شار 
لر (4) الى ان مدة الحضن المثلى هي 96 ساعة لانتاج 
آلائزيم من .A4. a1071‏ 
Kochh‏ (9) الانيولينيز من مصسادر مختلفة ووجد أن 


اعة لانقاج 


اقظ مدة لانتاج الانزيم من مه2٠0‏ .4هي 144 ساعة 
ون Fusarium gs A. chevalieri A. candidııs)‏ 
)moni forme‏ هي 216 ساعة وھ cor 011xÎÎ)‏ و 
Penc im ius‏ هي 258 ساعة ومن ( .ع 
eres‏ و )Rhi0pS ore‏ هي 360 ساعة وید 
تحديد طور النمو #كةطم طاسه۲ الذي يحصل فيه افضلل 
انتاج للمواد الايضية بما في ذلك الانزيمات من العوامسل 
المهمة وفيما يتعلق بالانيولينيز تشسير الدراسات الى أن 
انتاجيتها القصنوى تبلغ عند الطور اللوغارتيمي (7 و 11). 
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شکل 1. تأثیر نوع مصدر الكاربون في انتاج ازيم الانيولينيز ن العف[ ما۸ s»ااأعإهpء4.‏ 


j 
[ © الفدالبة النوعية 0ع الفعالبة‎ | | 
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الفعالية[وهدتامل) 

الفعالية النوعية[وحدةاملغم)* 10 

OE OR. O... 
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n 


2 


o 


LSD0.05‏ پبتون خلاصة الخميرة ‏ خلاصة الحيرة + نترات الصوديوم 
ترات اسودبوم 


مصدر النتروجين 
إل ا 


شکل2. تأئیر مصدر النتروجين في انتاج انزيم الانيولينيز من العفن و3 معأ 5»]اأوء4sp.‏ 
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الفعالية اانوعية ([وحدةإملغم)*10 


درجة الحرارة [م) 


شكل4. تأئير درجة الحرارة في انتاج انزيم الانيولينيز من العفن و3 جام S»اأأإ٠pء4.‏ 
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شكل5. تأثير زمن التخمر في انتاج انزيم الانيوليتيز من العفنول مع" 5»اآأ۲g‏ م4 . 
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